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Abstract

A bebavioural study for olfactory threshold detection in male rats

Investigated were the olfactory thresholds of subadult and adult male laboratory rats (Wistar) towards
the odor ethyl acetate. Thresholds were established with a computerized olfactometer which allows
continuous odor presentations. The olfactometer provided dilutions of the ethyl acetate vapor varying
from 107 to 1077 vol% of the odor. Prior to the absolute threshold tests animals were trained to
respond to the odor by being rewarded with water as positive reinforcement.

A significant difference in the olfactory thresholds between subadult (7.3x107° vol% ethyl
acetate) and adult (1.4Xx 107 vol%) males was found. This difference is linked to differences in the
density of the sensory cells in the olfactory epithelium between the two age groups.

Einleitung

Wie verschiedene Untersuchungen erkennen lassen, spielt bei Ratten der olfaktorische Sinn
eine dominierende Rolle in vielen Verhaltensbereichen, so z.B. bei der Kommunikation
oder der Nahrungssuche (LEon und Movrtz 1972; Carr et al. 1979). Uber die Leistungs-
fihigkeit ihres Geruchsorgans wie auch iiber die Mechanismen der Duftperzeption liegen
dagegen nur vergleichsweise wenige Ergebnisse vor (MouLron 1960; MaRrsHALL und
MouLrton 1981). Die Kenntnis olfaktorischer Schwellenwerte ist aber eine wichtige
Voraussetzung fiir weitergehende Fragestellungen wie beispielsweise die Klirung der
Duftmolekiil-Rezeptor-Interaktionen (SHIRLEY et al. 1987). Mit der vorliegenden Unter-
suchung werden daher an unterschiedlich alten mannlichen Laborratten die in Verhaltens-
tests ermittelten Schwellenwerte fiir den in der Geruchsforschung wiederholt verwendeten
Duftstoff Ethylacetat (C,H3O;) vorgestellt.

Material und Methode

Versuchstiere

Die olfaktorischen Schwellenwerte werden fir 8 subadulte (Gruppe I) und 9 adulte (Gruppe II)
minnliche Laborratten (Wistar) beschrieben. Das genaue Alter der Tiere zu Versuchsbeginn und
-ende zeigt die Tabelle. Die Haltung der Tiere erfolgte jeweils in Standardkifigen zu Gruppen von je
zwel oder drei Tieren; Futterpellets standen ad lib., Wasser in genau bemessenen Mengen zur
Verfiigung.

Versuchsanlage

Das von SLOTNICK (SLOTNICK und SCHOONOVER 1984) entwickelte Olfaktometer (Abb. 1) eignet sich
zur Ermittlung von olfaktorischen Schwellenwerten und zur Uberpriifung von Diskriminations-
leistungen bei Ratten. Es erméglicht kontinuierliche, variable Duftstoffexpositionen bis in Grenz-
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Abb. 1. Schematische Darstellung des Olfaktometers. Der Duftstoff kann mit gereinigter Luft in
Mischkolben (M1-M4) variabel zwischen 107! Vol.-% und 107 Vol.-% verdiinnt werden, bevor er
dem Tier zur Priifung angeboten wird

bereiche von 107 Vol.-% eines Duftstoffes und arbeitet nach dem Prinzip einer operanten Konditio-
nierung: Im Sinne der Aufgabenstellung richtige Verhaltensantworten werden belohnt.

Der den Duftstoff enthaltende Behilter befindet sich in einem Wasserbad, wodurch die Tempera-
tur der Luft, die iber den Duftstoff stromt, etwas unterhalb der Umgebungstemperatur gehalten
wird. Temperaturschwankungen und Kondensationsprozesse im Leitungssystem der Anlage werden
damit verhindert. Die Bereitstellung der verschiedenen Duftkonzentrationen erfolgt in mehreren
Schritten. Gefilterte Druckluft wird tiber den Duftstoff geleitet. Der Luftstrom lifit sich mit einem
vor einem geeichten Mefirohr liegenden Nadelventil regulieren. Die mit dem Duftstoff zu tiber 95 %
gesittigte Luft (DrAVNIEKS 1975) wird in einem ersten Mischkolben (M1) mit einer definierten Menge
gereinigter Luft vermischt und tiber Mischkolben M4 zur Riechvorrichtung der Testkammer geleitet,
n der sich das Versuchstier befindet. Ob in die Riechvorrichtung Luft oder Duftstoff geleitet wird,
wird mittels computergesteuerter Magnetventlle bestimmt. Mit Hilfe des ersten Mischkolbens kénnen
Duftstoffkonzentratlonen von 107> Vol.-% erreicht werden. Fiir geringere Konzentrationen (bis zu
107 Vol.-%) mufl der Duft in nachgeschalteten Mischkolben (M2-M3) mit gereinigter Luft weiter
verdiinnt werden. Fir eine prizise Einhaltung der eingestellten Durchstrémungsraten und damit der
Duftkonzentrationen ist eine Absicherung gegen Druckschwankungen im Leitungssystem erforder-
lich. Weiterhin miissen die Durchstrémungsraten an der Riechvorrichtung konstant gehalten werden,
damit das Tier keine Diskrimination aufgrund unterschiedlicher Durchflufiraten vornehmen kann.

Die Testkammer besteht aus einem 27,5 % 10 cm groflen Plexiglaszylinder. Das eine Ende ist durch
ein Drahtgitter verschlossen, am anderen befindet sich die aus Glas gefertigte Riechvorrichtung. Diese
besteht aus einem senkrechten Tubus, durch den der ankommende Duft-/Luftstrom an der Testkam-
mer so vorbeigeleitet wird, dafl kein Duft in die Testkammer gelangt. Zusitzlich wird das Gemisch
iiber ein Abluftsystem abgesogen. Eine seitliche Offnung am Glastubus stellt die Verbindung zur
Testkammer her. Um die vorbeistrémende Duft- /Luftmlschung zu priifen, muf} die Ratte ihre Nase
durch diese Offnung stecken. Sic durchbricht dabei den Strahl ciner scitlich angebrachten Photozelle
und startet damit einen Versuchsablauf.

Versuchsablauf und Auswertung

Wird der Lichtstrahl durchbrochen, lenkt das unmittelbar vor der Riechvorrichtung befindliche
Magnetventil den zunichst reinen Luftstrom fiir eine zufallsgemafl variable Zeit von 0,8-2,0 sec an der
Riechvorrichtung vorbei zum Abzug. Gleichzeitig wird das Luft- oder ein Duft- Magnet\ rentil
aktiviert. Wird ein Duft-Ventil aktiviert, kénnen sich Duft und Luft in einem vorgegebenen
Verhiltnis mischen. Diese Mischung wird dann fiir 2,0 sec iiber die Riechvorrichtung angeboten. Das
Tier mufl mindestens 0,2 sec wihrend dieser Darbletungszelt die Duft-/Luftmischung priifen, bevor
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es — nur bei Duft — an der seitlich angebrachten Belohnungsstelle fiir wiederum 2,0 sec als Belohnung
Woasser lecken kann. Als Richtigwahl wird das Wasserlecken nach Duftprasentatlon gewertet. Die
Belohnungsgabe unterbleibt nach Luftprisentation, auch wenn die Ratte an der Belohnungsstelle leckt
(Falschwahl). Anschlieffend, nach einer Wartezeit von 2,0 sec, kann das Tier einen neuen Versuchs-
ablauf starten. Eine Versuchssuzung besteht aus jeweils 100 Versuchsabliufen, die unmittelbar nach-
einander auszufithren sind.

Alle Verhaltensantworten und Zeitablidufe (Prifdauer bei Luft und Duft, % Richtig- und Falsch-
wahlen) werden computergesteuert registriert, im Sinne der Aufgabenstellung bewertet und unmittel-
bar nach Versuchsende iiber einen Drucker ausgegeben. Als Riechschwelle wurde die Duftstoffkon-
zentration gewertet, bei der zumindest 75 % aller Verhaltensreaktionen wihrend einer Versuchssit-
zung im Sinne der Aufgabenstellung richtig waren. War der Schwellenwert unterschritten, gingen die
Tiere zu Zufallsreaktionen iiber (Abb. 3). Statistische Absicherungen erfolgten mit dem nichtparame—
trischen Mann-Whitney-U-Test.

Bevor mit den Schwellenwertbestimmungen begonnen wurde, wurden alle Tiere in die Anlage
emgev;lohnt und mit Hilfe vorgeschalteter Lernprogramme schrittweise mit der Aufgabe vertraut
gemacht.

Ergebnisse

Innerhalb von nur zwei bis drei Versuchssitzungen zu je 100 Versuchsablaufen beherrsch-
ten alle Tiere die Diskrimination zwischen Luft und Duft mit liber 96%iger Sicherheit bei
einer Anfangskonzentration von 107! Vol.-% Ethylacetat. Altersabhingige Unterschiede
in bezug auf das Erlernen der operanten Aufgabe bestanden nicht. Unterschiede ergaben
sich jedoch bei der Dauer einer Versuchssitzung. Die Tiere der Gruppe I benétigten mit
durchschnittlich 28 min pro 100 Versuchsabliufe signifikant mehr Zeit als die der Grup-
pe II (23 min; p < 0,05).

Die Priifdauer bei Luftprisentation war bei beiden Altersgruppen dhnlich und lag
deutlich uber einer Sekunde. Unterschiede ergaben sich jedoch bei der Priifdauer der
Duftmischungen. Bei der Anfangskonzentration von 107" Vol.-% Ethylacetat betrug die
Priifdauer bei Gruppe I durchschnittlich 0,38 sec, bei Gruppe II durchschnittlich 0,57 sec
(p < 0,035). Mit abnehmender Duftstoffkonzentration verlingerte sich die Prifdauer bei
allen Tieren sowohl bei Duft- wie auch bei Luftprisentation; nach Unterschreiten der
individuellen Schwellenwerte entsprach die Priifdauer bei Duftprisentation weitgehend
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Abb. 2. Priifdauer in Abhingigkeit von der Duftstoffkonzentration. Mit abnehmender Duftstoff-
konzentration verlingert sich die Priifzeit bei Duftprisentation (gepunktete Linie), aber auch bei
Luftprisentation (durchgezogene Linie), was als Ausdruck eines zunehmenden Schwierigkeitsgrades
angesehen wird
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Abb. 3. Darstellung einer Schwellenbestimmung. Bei hohen Konzentrationen wird die Aufgabe mit
grofier Sicherheit geldst. Kann das Tier den Duft nicht mehr von reiner Luft unterscheiden, liegen die

richtigen Reaktionen im Bereich der Zufallsverteilung

der bei reiner Luftprisentation. Einen typischen Kurvenverlauf fiir diese Verhaltensreak-
tion zeigt Abb. 2.

Bei Duftkonzentrationen zwischen 107! und 107* Vol.-% erfolgte die Diskrimination
zwischen Luft und Duftstoff bei allen Tieren mit hoher Sicherheit. Mit weiter abnehmen-
der Duftstoffkonzentration erhéhte sich die Fehlerquote zunichst leicht, um dann, nach

Alter (Tage) der Tiere bei Versuchsbeginn und zum

Zeitpunkt der Schwellenermittlung

Alter bei Schwelle
Tier No. Beginn Bk (Vol. %)
Gruppe 1
1 50 71 2x107*
2 50 75 1x107~*
3 50 96 7x107°
4 50 89 6x107°
5 50 94 5%10~
6 50 113 5%107°
7 50 127 3x107°
8 50 127 2x107°
Durchschnitt:  7,3x107°
Gruppe 11
9 140 202 3x10°°
10 140 202 2x107°
11 360 407 2x107°
12 140 172 1x107°
13 140 172 1x107°
14 360 411 1x107°
15 320 357 9x1076
16 360 429 9x107¢
17 140 206 7%107¢
Durchschnitt: 1,4x107°

Unterschreiten des Schwellenwertes,
bis auf 50 % (Zufallswahl) anzustei-
gen. In Abb. 3 ist der typische Ver-
lauf fir eine Riechschwellenkurve
dargestellt. Die Tabelle zeigt die
individuellen Schwellenwerte aller
Versuchstiere, wobei das beste Er-
gebnis jedes einzelnen Tieres darge-
stelle ist. Innerhalb von Gruppe I
betrigt  der  durchschnittliche
Schwellenwert 7,3 x 107> Vol.-%
Ethylacetat. Auffallend ist jedoch
die vergleichsweise grofle Schwan-
kungsbreite der Schwellenwerte in-
nerhalb dieser Altersgruppe. Die
Schwellenwerte fir die Tiere der
Gruppe II sind dagegen recht ein-
heitlich und betragen durchschnitt-
lich 1,4x10™° Vol.-%. Der mit
7 X 107 Vol.-% Ethylacetat insge-
samt niedrigste Schwellenwert wur-
de von einem Minnchen dieser Al-
tersgruppe erreicht.

Damit ergibt sich bei den mannli-
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chen Ratten trotz der vorhandenen interindividuellen Schwankungen ein Unterschied
zwischen beiden Altersgruppen. Die Riechschwelle subadulter Tiere liegt mit p < 0,002
signifikant tber der adulter Tiere.

Diskussion

Ob ein Stoff olfaktorisch wahrgenommen wird, hingt sowohl von seinen chemischen/
physikalischen Eigenschaften (AMOORE et al. 1964) als auch von den morphologischen und
biochemischen Eigentiimlichkeiten des Riechepithels und seiner Rezeptoren ab (SHIRLEY et
al. 1987). Neben der Suche nach den eine Duftempfindung auslosenden Faktoren steht die
Frage nach der Empfindlichkeit des olfaktorischen Systems im Mittelpunkt verschiedener
Arbeiten. Als Maf§ der Empfindlichkeit wird dabei iblicherweise die Riechschwelle gewertet,
die je nach Duftstoff von Art zu Art betrichtlich variieren kann, z. B. zwischen Mensch und
Hund bzw. Mensch und Ratte um den Faktor 10 (NEuHAUS 1957; LaING 1975). Als mégliche
Ursache fiir inter- und auch intraspezifische Unterschiede in der Riechschwelle wird u. a. die
unterschiedliche Anzahl der Rezeptorzellen in Betracht gezogen.

Quantitativ morphometrische Untersuchungen am Riechepithel heranwachsender
Laborratten lassen postnatale Reifungsprozesse an dieser Struktur erkennen. Dies betrifft
sowohl die Fliche des olfaktorischen Epithels als auch die Anzahl und Dichte der
Riechsinneszellen. Bei neugeborenen minnlichen Ratten betrigt die Fliche des gesamten
olfaktorischen Epithels (Septum nasi und Conchae) auf jeder Seite etwa 15 mm? und steigt
bis zum 25.Lebenstag (Entwdhnen der Jungtiere) auf 120 mm? an (Meisamr 1989).
Betrachtet man nur die mit groflerer Genauigkeit zu vermessende septale Fliche, so nimmt
diese von der Geburt bis zum 60. Lebenstag (Eintritt der Geschlechtsreife) von 12 mm? auf
74 mm? zu; bei noch ilteren Tieren wurden mehr als 106 mm? gemessen. Wihrend der
gleichen Zeit steigt die Anzahl der Riechsinneszellen auf der septalen Fliche von ca.
400000 bei Neugeborenen auf iiber 6 X 10° bei Adulttieren an (Russ 1989).

Ohne Frage ist die Anzahl der Rezeptorzellen entscheidend fiir die Sinnesleistung. Uns
erscheint jedoch die Dichte der Rezeptorzellen ein mafigebender Faktor zu sein, denn mit
zunehmender Dichte erhdht sich die Wahrscheinlichkeit einer Duftmolekiil-Rezeptor-
Interaktion und senkt so die schwichste noch wahrnehmbare Duftkonzentration, die
Schwellenkonzentration. Wie unsere Ergebnisse zeigen, haben 60 Tage alte Ratten
mit 6000078000 Riechsinneszellen/mm? Epitheloberfliche (Hmnps und McNELLY
1981; Russ 1989) trotz interindividueller Schwankungen eine hohere Riechschwelle
(7,3 x 107 Vol.-%) als Adulttiere (1,4 X 10~ Vol.-%), fiir die 80 000-85 000 Riechsinnes-
zellen/mm? angegeben werden (Hinps und McNEeLLY 1981; Russ 1989).

Fiir die Bewertung der Leistungsfihigkeit eines Sinnesorgans muf} neben der Anzahl
bzw. der Dichte der Rezeptorzellen auch die Konvergenz zwischen den Sinneszellen und
den nachgeschalteten Relayneuronen beriicksichtigt werden (DRONGELEN et al. 1978).
Verschiebt sich die Konvergenz zugunsten der Sinneszellen, ist mit einer zunehmenden
Empfindlichkeit der Sinneswahrnehmung zu rechnen. Solche Konvergenzstudien im
olfaktorischen System liegen fiir Ratten bisher nur bis zum 25. Lebenstag vor (MErsam1
1989). Das Verhiltnis zwischen den Riechsinneszellen und den nachgeschalteten Relay-
neuronen (Mitralzellen) im Bulbus olfactorius indert sich von der Geburt bis zum
25. Lebenstag von 25:1 (10° Rezeptorzellen und 4 x 10* Mitralzellen) auf 250:1. Eine
verhaltensphysiologische Bestitigung finden diese Konvergenz-Uberlegungen zur Emp-
findlichkeit des olfaktorischen Systems in den Arbeiten von ALBERTS und May (1980).
Neugeborene Ratten kdnnen nach den Untersuchungen dieser Autoren sowohl natiirliche
(Urin) als auch kiinstliche Diifte (Amylacetat) riechen, allerdings nur bei hohen Konzen-
trationen. 15-17 Tage alte Tiere reagieren dagegen bereits auf diese Difte, auch wenn sie in
einer 10*fach verdiinnten Konzentration angeboten werden.
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Ob neben der zunehmenden Dichte bzw. der zunehmenden Konvergenz auch andere
Faktoren die Sinnesleistung beeinflussen, beispielsweise alters- oder hormonabhingige
Unterschiede in der Rezeptorempfindlichkeit, bedarf weiterer Uberpriifung.

Zusammenfassung

An unterschiedlich alten mannlichen Laborratten (Wistar) wurde die Riechempfindlichkeit gegeniiber
dem Duftstoff Ethylacetat im Verhaltenstest ermittelt. Die Untersuchungen wurden mit Hilfe eines
computerisierten Olfaktometers durchgefihrt, das kontinuierliche Duftreizdarbietungen von
1071 Vol.-% bis zu einer Verdiinnungsstufe von 107 Vol.-% des Duftstoffes erlaubt. Die Tiere
werden dabei mittels einer operanten Konditionierung mit der Aufgabe vertraut gemacht und bei
Richtigwahl belohnt.

Zwischen den subadulten (7,3 X 107° Vol.-% Ethylacetat) und adulten (1,4 x 107° Vol.-%) Ratten
zeigten sich signifikante Unterschiede im Schwellenwert. Diese alters-/entwicklungsabhingigen
Unterschiede werden mit der unterschiedlichen Sinneszelldichte im Riechepithel in Verbindung
gebracht.
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